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Summary 
In this thesis the inflammatory and infectiou~s features of atheros~l~erasis are 
scrutinized. Chapter 1 lays out the theoretical backgrolunrd of the studies 
described here. A comprehensive overview of the pathogenesis and 
epiderni~l~ogy of atherosclerotic disease is given with special emlphasis on the 
inflammatory nature of tihis process and the potential involvement of infectious 
m~icrobes herein. Also a short historical overview of the develioplments in 
atherosclerotic cardiovascular medicine is given, commemorating the 
t r lemend~~s achievements of the past in this field. 
Section 2 (inflammation and atherosclerosis, cihaptelrs 2 8L 3)  deals with the 
relation between CRP and (extent of) atherosclerotic disease. In Chapter 2, 
serum CRP was measured highly sensitive in patients with peripheral arterial 
dlisease, showing and inverse relation to ankle-brachial pressure index. 
Baseline serum CRP was also related to future cardiavascwlar events. 
Furthermore, femoral plaques have shown to be able to produce CRP. 
Yrnmwnoh~istochemical analysis located the vascu~lar CRP production on 
macrophages, T-cells and smooth muscle cells. Si~rnilarly, in chapter 3 it was 
shown that serum CRB was related l o  the dimension of abdominal aortic 
aneurysms and that aneurysmal tissue produces CRP. 
In section 3 (infection and athe~rosclerosis, chapters 4-6) the role of Ghiamydia 
pneurmoniae infection in peripheral vascular disease was studied. In chapter 4, 
Chlamydia pneumoniae IgA an~d !gG antibodies were measured with a 
cornmerciallly available enzyme immwnoassay and with the micro- 
immunoflercarescemce test, which has been regarded the gold standard lfolr 
detection of ChSamydia pjoneumoniac? antibodies. Our data showed that both 
tests yielded comparable results for the detection of CAJamydi8 pir~~urnonJi~)@ 
IgA- and IgG-anliilbodies in patients with card~ovascular dlisease. In ch~apter 5, 
Gh/amyd;a pneumoniae antibodies were related to the preselnce of Chlamydia 
pnecmaoniae DNA or proteins in atherosclerotic plaques of patients undergoing 
recoinst~ructilvre vascular surgery of the aolrfa, carotid or femoropcrpliteal arteries. 
These data dem~onstrated a lack of association between Chtamydia 
pneumoniae serology and presence of Chr'arnydja pneurniassiae particles in the 
vascular wall, rendering serological detection of vascullar Chlamydia 
pneurnoniae infection virtually irnpossnble. In chapter 6 we were able to 
demonstrate that Chl'amyd~a pneumonjae serology was rielated to 
hypercoagulability rather than plaque rupture per se, relating Chiamydta 
p~euimo~sSae ntibodies to micro-embollic signals in the middle ce~rebral artery in 
patients undergoing carotid enad~arterecltorny for symptomatic caratid a~rlery 
disease 
In section 4 (chapter 71, common polyrn~rph~srns of two pattern-recognition 
receptor genes, i.s., the To/[-like receptor 4 1 JLR4) +896 A S  and the CD14 - 
260 C>T single nucleotide polymorphism were analyzed in relation to total 
atherosclerosis burden in patients with peripheral arterial disease. Multivariate 
logistic regression analysils showed that combination of the JLR4 +898A,iG 
allele mrrierslhip and CDf4 -260 7 7  homozygocity was an independlent 
predictor of extensive atherosclerotic disease. Thi~s provided an explanation for 
inter-individual s~wsceptu~bility to atherosclerosis based an genetic varialbility of a 
combination of genes involved in innate ilmmune regullation. 
Considering the inflammatory nature of atherosclerosis and the potential 
modulatory role of (Chhrnyctia jonesrmoniae) infections in fhe developmen~t of 
cardiovascular events, new potential therapeutic (anti-inflamma~tory or anti- 
microbial) targets have evolved. In section 5 the effect of a shod course of 
antibiotics in the prolgression of atherosclerosis in patients wlith peripheral 
arterial disease was studied in a randomi~sed clinical trial (chapter 8). Although 
Chlamydia pne~moniae serology was related to future cardiavascwlar events, 
no beneficial effect of a %day course of azithromycine on cardiovascular 
events or cha~nges in ankle-brachial pressure index were observed. In chapter 
gZ the main reslults of thllis thesis are discussed in relation to the! literature. 
In mnclusion, the data presented are in concord with the i~nflamrnatory nature 
of atherosclerosis. It has been shown that CRP is produced by diseased 
vascw~lar tissue and that serum CRP is related to th~e extent of atheroscleriotilc 
disease an~d to future cardiovascular events. Furthermore, it has been 
sugg~estedi .that ChJamyoXa pneumoniae il~nfection can induce a cllinically rellevalnt 
hypevcoagu~lable state, as Chjamydia pneumoniae antibodies were associated 
with thrombosis related micro-emlbolization after carotid endartersctorny and 
with futu~re cardiovascular events in patients with peripheral arterial disease. 
Despite these associations, a short-telrm antibiotic treatment had no effect on 
future events and changes in ankle-brachial pressure index in patients with 
peripheral arterial1 disease. 
In dit prolefschri@ worden de iinflammatoire en infectieuze aspecten van 
atherosclerose bestudeerd. Deel 1 (lnitrodudion, Hoofdstuk 1) geeft een 
theoretische achtergrond voor de beschreven studies aan de haard van een 
owerzicht van de pathogenese en elpidemiologie wan atherosclerotische ziekte. 
Hierbij ligt de nadruk op de inflammatoire kenmerken van atherosclerose en de 
mogelijke rol wan infectlleuize micro-organismen hierin. Tevens walrdt een 
historisch avenicht betreffende de onhikkellingen in cardiovasculaire genees- 
kunde gepresenteerd. 
Deel 2 (lnflarnmation and alherosclerosis, hoofdstuk 2 en 3) gaat over de 
relatie lussen C-reactiwe protein (CRP) en (de uitgebreidheid wan) 
atherosclerotische ziekte. In hoofdstulk 2 wordt een onderzoek beschrewen 
w a r  CRP met hoge gevoeligh~eid /hslCRP) gemeten in he9 serum van patilanten 
met perifeer arterieel vaatlijden. Er bleek sprake van een omgekeerde relatie 
tussen de hoogte van RcCRP en de hoogte van de enkel-ar~m-index, dat een 
gevoelige maat is voor de uitgebreidheid van perifeer arterieel vaatlijden. 
Daarnaast bleek de hsCRP serulm concentratie gerelateerd aan het optreden 
van toekomstige cardiovasculaire complicaties. Uit aanvullende studies bleek 
dat athlerosclerotische plaques uit de liesslagader CRP kunnen produceren. 
Irnrnunohistachemische anal~yses suggereerden dat deze CRP productie 
plaatsvindt Rn macrophagen, T-cellen en gladde spiercellen. Op overeen- 
komstige wijze toonde de studie beschreven i~n hoofdstuk 3 dat de hoogte van 
hsCRP direct gerelateerd was aan de diameter van aneurysrnata van de aorta 
abdorninalis en dat CRP geproduceerd werd door het anel~rysrnaweefsel zelf. 
De rol van infectie met het micro-argalnisme Chiamydiia pniecrmaniae in relatlie 
tot perifeer vaatlijden wordt in deel 3 (Infection and at~heroscler~sic, hoaifdctuk 
4-6) beschreven. In hoofdstuk 4 wordt beschreven hoe Chfamydia 
pneumoni~e IgA- en IgG-antilichamen werden gemeten m e b e n  commarcieel 
ve~rkrijgbare ELISA en met de micro-immunoflw~orer;centietest, welke als 
gouden standaard gezien wordt voor het detecteren van Ch/amy$ia 
pneumoini~e antili~chalmen. Onze data toonden dat beide testen vergelijlkbare 
resultaten opleverdeln met betrekking Pok de detectie van Gh/amydia 
pneurn~~r?.iale IgA- en IgG-antilichamen in patlgnken met cardiovasculaire 
aandoeningten De relatie tussen ChIClsnyd~cr pneumamhe antilichamen in het 
serlwrn en de aan~wezigheid van ChJamydia pneumoniae DNA of protelnen in 
a'therosclerotlasch weefsel wan patidflten die een vaatoperatie ondergingen aan 
de aorta, hals-, lies- of knieslagader wordt in hoofdstuk 5 beschreven. Er werd 
geen associatie gevonden tussen Chtamydis pneumoniae serollogie en 
aanwezigheid van Ch/amy&a pneumoniae partikels in de vaatwand. 
Serologische detectie van vasculaire infectik met Chl'arnydia pffeumoiniae is 
dus ~czarschijnlij~k niet magellijk. In hoofdstuk 6 wordt beschreven dat 
Ch!amyda pflemaniae serologile geassocieerd bleek te zbjn met 
hypescoagulabililteil en niet met plaque-instabiliteit. Deze conclusie werd1 
gebaseerd op de gevonden associatie tussen Chiamyda pneumonias 
se~ropositivnteit en &ie2 aanlal thrornbus gerelateerde micro-ermbolieen in de 
arterila cerebrii media bij patienten die een endarteri&ctomie van de 
halsslagader ondergingen in verband met een symptomatische a.carotis 
stenose. 
Deel 4 (Genetic detei-rninants of atherosclerosis susmptibility, hoofdstuk 7) 
tamschrijft een stud~ie waarin vaak voorkomende DNA-polymofismen van twee 
remptoreni die onderdeeel uitmaken van het aangeboren immuunsysteem, 
namelijk de Teil-Jike receptor 4 (TL R-4) + $96 A S  en de CD 14 -260 iCi, J 
polyrnorphismen, geanalyseerd werden in relatiie tot de algemene 
iw~itgebreidheid van atherosclerose ilIn patienten met perifeer arterileel vaatlijden. 
Mlu~ltivariate logischtische regressie analyse toonde dat de combinatie van hel 
TLR4 Asp299Gly G-aliel alragersch~ap en CD14 -260 TT hornozygotie een 
onafhankelijke voorspeller was van uitgebIreide atherosclerotische ziekte. Deze 
uitkomst bood een verklaring voor de inter-individuele ontvankelijkheid voor 
atherosclerose gebaseerd op gienetisch~e variabiliteit van een gencombinatie 
die wan belang is voor de immuunregulatie. 
Het inflammatoire karakter van atherosclerose en de mogelijk rnlodulerende rol 
van (Chhmydia pnsumoniae) infecties bij cardiovasculaire ziekten, vormen de 
theoretische basis voor nlieuwe potentiële therapeutische (anti-inflammatoire of 
antii-microbi&le) strategieen. In eeln prospectief opgezet gerandomiseerde 
studie werd het effect van een korte antibioticakuur bestudeerd op de 
progressie wan athlerasclerose iln patiënten met peri~feer arterieel vaatlijden 
(Clinical inte~en~tion trial; deel 5, hoofdstuk 8). Hoewel in deze stu~die de Initiële 
Chlamydia pn~um~niaifia serologie gerelateerd was aan later optredende 
card~iovascwlaire gebeurtenissen, werd er door het geven van een J-daagse 
kuur azithrornycin~e geen gunlstig effect gemeten op 'toekomstige 
~ardiuvasculaire gebeurtenlissen of op veranderingen in de enkel-arm-index, 
als maat van progressie van perifeer vaatllijjden. 
Tot slat worden in deel 6 (Discwssion, hoofdstuk 9) de belangrijkste resultaten 
van dit proefschrift bediscussieerd in relatie lot bevindingen uit dle literatuur. De 
gepresenteerde eigen data zijn in overeenstemrniniig met het inflamrnatoire 
karakter van atherosclerose. De resultaten van dit proefschrift tonen dat CRP 
geproduceerd wordlt door aneurysmatisch en atherosclerotiseh vascu~lai~r 
weefseill en dat CRP, gemeten in het  serum^, gerelateerd is aan de 
uitgebreidheid van atherosclerotisch ziekte en aam toekomstige 
cardiovasculaire co~mplicaties. Daarnaast suggereren de hier beschreven 
studies dat een infectie met Ch/amydia pnecsmeniae een klinisch relevantie 
hypercoagula~bele status kan induceren, daar ChSamaydia pneumoniae 
antilichamen geassocieerd bielken met het optreden van micro-em~balieen na 
endarierii2ctomie van de halsslagader en met toekomstige cardio\sasculaire 
gebeurtenissen bij patiënten met perifeer arterieel vaatlijden. Ondanks deze 
associaties bleek een korte antiibioticakuur, bij patienten met perifeer arterieel 
vaatlijden, niet effectief in het voorkomen van toekornstig~e cairdilevascwlaire 
complicaties of progressie van perifeer arterieel vaatilij1den zoals weergegeven 
door verandering van de enkell-arm index. 


